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論 文 内 容 の 要 旨 
【目的】プロテインキナーゼC（PKC）はホルボールエステル（PMA）存在下で活性化した後、ユビキチン－プロ
テアソーム分解されることが知られる。しかし、活性化PKCを認識するユビキチンリガーゼ（E3）は未だ明らか
ではない。我々は２種のRINGフィンガータンパク質HOIL-1L、HOIPからなるユビキチンリガーゼ複合体（LUBAC）
が直鎖状ポリユビキチン鎖を形成することを報告してきた。HOIL-1LはPKC結合タンパク質としても同定されて
いることから、LUBACが活性化PKCのE3である可能性を考え、LUBACと従来型PKC（cPKC; PKCαやβII）との相互
作用を検討した。 
【方法】 cPKCの変異体は２段階PCR法にて作製し、U2OS細胞に強制発現したHOIL-1L、HOIPとcPKCとの結合は免
疫沈降－ウェスタンブロット法にて解析した。LUBACによるcPKCのin vitroユビキチン化は、昆虫細胞発現の
精製PKCを基質として用いた。また、cPKCの自己リン酸化はリン酸化特異的抗体にて検出した。野生型及び
HOIL-1L欠失マウス由来胚性線維芽細胞におけるPKCαのPMA依存性分解はウェスタンブロット法にて比較した。 
【結果】cPKCはHOIL-1LやHOIPと細胞内で結合し、PMA処理や定常的活性化型変異（A25E）によってより強い結
合が見られた。さらにLUBACはin vitroでcPKCをユビキチン化し、この過程でcPKCのATP依存性自己リン酸化が
同定された。またHOIL-1L欠失細胞では、PMA処理後の内在性PKCα分解が遅延した。さらに、cPKCの活性化に伴
ってHOIL-1Lは分子内で限定分解を受け、LUBACのE3活性が減弱した。 
【結論】LUBACは活性化したcPKCを認識しユビキチン化するE3の一つであり、同時にcPKC活性化に伴ってHOIL-1L
を限定分解し、LUBAC活性を抑制する相互制御機構が明らかになった。この相互制御機構は適切なPKCシグナル
伝達に寄与すると考える。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
プロテインキナーゼC（PKC）は細胞形態、細胞周期、アポトーシスなど多様な細胞機能に関与するキナーゼ
で、その機能不全は癌、糖尿病、神経変性疾患などの多くの病態を惹起する。PKCには11種のイソ酵素があり、
カルシウムとジアシルグリセロールへの感受性から従来型PKC（cPKC; PKCα、βI、βII、γ）、新規型（nPKC; 
PKCδ、ε、η、θ）、及び非定型（aPKC; ζ、λ/ι）に分類される。ホルボールエステル（PMA）は、ジアシルグリセ
ロールの機能類似体としてcPKCとｎPKCを強力に活性化し、活性化PKCはその後、主にユビキチン－プロテアソ
ーム系によって分解されることが報告されている。しかし、活性化PKCを認識し、ユビキチン修飾を行うユビキ
チンリガーゼ（E3）は未だ明らかではない。最近、我々は２種のRINGフィンガータンパク質（HOIL-1LとHOIP）
からなるユビキチンリガーゼ複合体（LUBAC）が直鎖状ポリユビキチン鎖を形成することを見いだした。また以
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前に、HOIL-1LはPKCの結合タンパク質としても報告されている。そこで本研究では、LUBACが活性化PKCを認識
するE3である可能性を明らかにする目的で、LUBACとcPKC（PKCαやβII）との相互作用を検討した。 
その結果、PMA存在下のcPKCは定常状態やPKC阻害剤（Gö6976）存在下に比べてより強くHOIL-1LやHOIPと結合
した。さらにcPKCの定常的活性化型変異体（A25E）も野生型より強くHOIL-1L/HOIP（LUBAC）に結合したことか
ら、PKCは活性化に伴ってLUBACに認識されることが示唆された。またin vitroの精製タンパク質を用いた解析
から、LUBACはE1、E2（UbcH5C）存在下でcPKCのユビキチン化を行い、ATP依存性にcPKCが自己リン酸化される
とLUBACによるユビキチン化が亢進することが示された。In vivoにおけるLUBACの重要性を明らかにするため、
HOIL-1L欠失マウス由来線維芽細胞におけるPMA処理後の内在性PKCα分解を解析したところ、HOIL-1L欠失細胞
では野生型細胞よりPKCαの分解が遅延した。さらに、cPKCの活性化に伴ってHOIL-1Lは分子内で限定分解を受
け、LUBACのE3活性が減弱した。 
 以上の結果から、LUBACは活性化cPKCを認識しユビキチン化するE3の一つであり、同時にcPKC活性化に伴って
HOIL-1Lは限定分解を受け、LUBAC活性が抑制されるという相互制御機構が明らかにされた。このPKCとLUBACユ
ビキチンリガーゼとの相互機能制御は適切なPKCシグナル伝達に寄与すると考えられ、PKCシグナルの破綻が関
与する糖尿病、動脈硬化、癌など各種病態の分子レベルでの原因解明へ貢献するものである。よって、本研究
者は博士（医学）の学位を授与されるに値するものと認められる。 
